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論文内容要旨
研究目的
 正常動物血清中には微量ではあるが,皮膚移植片の延長をもたらす細胞性免疫抑制因子が存在
 しており,種々の疾患,特に癌や自己免疫疾患で免疫低下が認められる際にはこの因子が増量す
 ると考えられている。過去数十年に渡り多くの先人によりこの因子の化学的本態を明らかにすべ
 く努力がなされているが,.現在までその化学的本態に関しては低分子のペプタイドらしい.という
 知見以外不明であった。そこでこの因子を化学的に明らかにし,その作用機作を解明することを
 目的として本研究を行なった。
 材料及び方法
 血清:人血清由来のOohnfraction四一1を出発材料とした。低分子の分離:GohnW-11K9
 を蒸留水4ぞに溶解し,不溶部を遠心除去し,その上清をpH3.5に酢酸で修正し,diaf1αvあ
 るいはhollowfiberを用いて,それぞれM.W.50,000以下,13,000以下の透析外液を集
 め凍結乾燥して低分子分画を得た。低分子分画からのクロロホルム抽出:低分子分画を一定量の
 蒸留水に溶解させ,等量のクロロホルムを加え,抽出を行ない三層を得た。コレステロール誘導
 体の抽出と同定:CohnW-18009を直接1.5召のクロロホルム・メタノール(1:1)の混液
 に浮遊させ,一夜撹拌後,濾過。この操作を3回繰り返す。濾液を合し,減圧濃縮して粗抽出物
 を得る。これをさらにA1203カラム,SiO2カラムを用いて精製し,最終的にはSiO2のThin
 layerchromatographyを行ない,3種の免疫抑制活性を有する物質をそれぞれ結晶状に単離
 した。ここに得られた3種の誘導体は,コレステロールより誘導した標品とそれぞれ同定した。
 invitroの免疫抑制活性の検討:主にヒトリンパ球のphytohemagglutinin(PHA)反応の阻
 害度を指標にした。lnvivoの免疫抑制活性:invitroで抑制を示した物質を抗原SRBC投
 与1日前にマウス腹腔内に投与し,その後抗原を静注し,4日後のdirectPFGで検定した。
 結果と考察
 GohnW-1より得た低分子分画は,diafntration法では1㎎/認で90%のPHA抑制活
 性を示し,hollowfiber法でも2.5㎎/祀で50%の抑制活性を示したことにより,従来
 Occhinoらが報告しているペプタイドと同様の力価を示す活性分画を得たと考えている。この
 低分子分画は,なお数種の抗原性を示す物質が存在していたので,さらにゲル濾過,DEAE
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 ルモンや脂質成分が存在していることが考えられたので,それを取り除く目的でクロロホルムに
 より抽出を行なったところ,抑制活性は蛋白を含む水層にはみられず,意外にもクロロホルム層
 に大部分の抑制活性が抽出されることが判明した。これよりこのク目ロホルム層に移行した物質
 を化学的に解明するために,O・hnIV-1から直母,ク・・ホルム.・メタノール溶媒をもちいて
 抽出操作を行ない,最終的にはTLOで精製し4つの分画を得た。このうち2つの分画に強い免疫抑
 制活性が認められた。Rf値の高い分画から7-ketocholesterol(7ヤKG),Rf値の低い分画
 からは7〆9-hydroxycholesterol(719-HC)及び7α一hydroxycholestero1(7α一HG)をそれ
 ぞれ8㎎,40㎎,50㎎の結晶として単離した。7α一HC,7β一HCは3.5～4.0μg/認,7-
 KCは13,5μ房/磁でPHA反応を50%抑制した。ここで活性収量をみると出発物質であるGohn
 W-1.を100%としたとき,これらの3つのコレステロール誘導体の活性収量を合計すると約
 17%となり,これよりCohnIV-1中の抑制物質の本態はコレステロール誘導体である事が判
 明した。コレステロール誘導体とGohnW-1から得た低分子分画を比較すると,両者とも細胞毒性
 は示さないこと,リンパ球との作用は可逆的に行なわれること,PHAそれ自身とは競合しないζ
 と,、抑制活性を発現するためには,PHAを培養初期の時点で添加することが必要であること,
 などほぼ同様の作用機作で抑制していることからも低分子分画中の抑制因子は,3つのコレステ
 ロール誘導体であることが支持される。次にinvivoでの活性を比較すると低分子分画はSRBC
 のdirectPFOは抑制するが,・コレステロール誘導体には抗体産生の抑制活性がみられない。こ
 の理由としては,1.コレステロール誘導体それ自身は,invivoの抑制作用がなくて,他の低分
 子因子の存在が考えられること。2・コレステロール誘導体が抑制活性を発現するにはOarrierと
 結合することが必要であること。などが考えられる。このことは,最近Iowdensitylipopro-
 teinにもPHA抑制作用がみられることと,その作用機作が,コレステロール誘導体のそれと近
 似することよりコレステロール誘導体は,生体内ではある種Qリポプロティンをcarrierにして
 いることが想像される。又,コレステロール誘導体はPHA反応の際コレステロ・rルそれ自身が
 存在する場合には,その抑制力に減弱がみられる。このことは,リンパ球膜面で,コレステロー
 ルと競合していることが考えられる。又コレステロール誘導体は,直接リンパ球中に入りコレス
 テロール生合成系に作用して,HMGOQAreductaseの活性を抑制することも考えられる。い
 ずれにせよ,リンパ球が増殖する過程においては,ステロール合成が高まりコレステロールの代
 謝が重要なステップを担なっていることは明らかになっているが,免疫反応におけるコレステロ
 ールの役割については今後の生化学的解析が待たれる。
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 審査結果の要旨
 正常動物の血清中には,皮膚移植の延長,液性抗体産生の抑制をひきおこす物質が微量ながら
 存在していることが,1950年代以降KamrinMobrayらによって明らかにされ,α2-glo-
 bulin分画にその活性が認められることから,“IRA"(immunoregulatoryα一globulin)と
 名付けられその本態の解明に多くの努力が傾けられて来ている。しかし,α2-globulin分画中
 の活性因子は,pH3・5で解明するペプチド面分にあるという成績以外,不明の点が多い。
 この研究は“IRA"の本態を化学的に明らかにし,その作用機作を解明することを目的とし
 たものである。
 人血清由来のGo㎞W-1分画を出発材料として得られた分子量10,000以下の低分子画は,
 従来の報告と同様,1噂/薦の濃度でPHA(phytohemagglutin)によるリンパ球芽球化反応
 をgo%抑制したが,この低分子画分から脂溶性物質を取り除く目的でクロロホルム抽出処理を
 行ったところ,予期に反し,抑制活性の大部分は,クロロホルム層に回収された。原材料である
 OohnIV-1を直接,ク口口ホルムーメタノール(1:1)で抽出精製することにより,PHA反応を抑
 制する3種の結晶を単離し,それぞれ,7一α一hydroxychoiesterol,7β一hydroxychole-
 stero1,.7ketocholesterolと固定された。これらのステロールは5～10μg/諺でPHA反
 応を50%抑制するが,Raji細胞など継代培養化されたリンパ芽球の増殖は阻止せず,また7-
 HOはリンパ球のviabilityには影響を及ぼさない。PHA反応の抑制には,ステロールを初期に
 投与する必要があり,これらの事実は,PHA刺激の初期反応をステロールが抑制するものであ
 ることを示唆している。また,PHAとの競合は認められず,コレステロールの共存下では減弱す
 ることから,固有のreceptorへの結合を介して作用することが推測される。最終産物の活性収
 量は出発材料の約16%であり,得られたステロールはPHA反応の抑制は示すが,ペプチドと異
 なり抗体産生の抑制は示さない。
 以上の事実からinvivoでの抗原特異的免疫反応の抑制にはキャリアー蛋白との結合が不可欠
 であるかどうかが今後に残されているが,血清中のPHA反応を抑制する物質の本態が,7-HG,
 7-KGとして同定されたことは画期的であり,本研究は学位授与に値するものと認める。
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